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論文内容要旨
 著者ら※は先にルテニウムレッド(RR)で処理した結核菌及び吻・・加。%幡㈱3膨g那α一
 直3において,粘液層,細胞壁,細胞質膜及びメソゾームが著明な電子密度の増加を示し,更にこの電子
 密度の増加は牛睾丸ヒアルロニダーゼを作用させた菌では殆んど認められないことを報告した。
 これらの所見から,RRで染色される物質が,一種の酸性ムコ多糖体を主体とした物質であること,
 及び膜系が細胞壁の前駆体の合成に関与していることが推定された。
 本研究では,細胞壁の構造が抗酸菌と異なる召.膨gα勧ア島肌及び大腸菌をRRで染色し,そ
 れぞれの菌におけるR乱染色物質の存在部位の比較を試みき。又,膜系,特にメソゾームが細胞
 壁の合成に関与していることを更に明らかにする目的で,細菌の細胞壁の合成阻害剤であるペニ
 シリンをβ翅鯉碗θr勧謝こ作用させ,菌の超微形態変化とRRによる染色性との関連を電子顕
 微鏡で観察した。
 実験材料及ぴ方法
 1)デュボス液体培地に30時間振盪培養した〃、餓6g麗あ34172株及びハートインフ
 ュージョンブイヨンで4時間ないし5時間振盪培養したβ・膨g碗¢短翻8100株及びE。・・面
 U5/41-01株を,それぞれ遠心集菌後,菌を洗浄し,o.5㎎/認のRRを含む1%OsO4で
 12時間室温で固定した。対照菌はRRを含まない1%OsO4で固定した。洗浄液及び固定液の
 緩衝には,いずれもMichaelisの酢酸ベロナール緩衝液(pH6.1)を使用した。固定後,エタ
 ノール系列で脱水,エポンに包埋した。超薄切片はガラスナイフを用いて超ミクロトームで作製
 し,電子顕微鏡観察を行なった。2)対数増殖期にあるB.π鱈α加商脇を1伽cg/翅及び
 100鵬cg/磁の濃度になるようにアミノベンジルペニシリン(AB-Pc)を溶解したハートイン
 フュージョンブイヨンに振盪しながら,37℃で20分,100分,及び240分間浸漬した。
 その後,前記の方法に従いRR染色と電子顕微鏡観察を行な.つた。
 成績及び考察
 1)ルf.3ηεgπα師3,B.膨g碗8γ画肌及び大腸菌のいずれの菌の細胞壁にも,RRで染色さ
 れる物質が存在していることが確認された。しかし,細胞壁におけるRR染色物質の存在部位は
 各菌で異なり,肱3膨g肌脱舘では細胞壁の最内層のみにB認θgα加γ翻肌では細胞壁の全域
 に,大腸菌では細胞壁の三層に観察された。又,粘液層は各菌ともRR染色によって明瞭に観察
 することができた。しかし,ハf・3膨yπ碗お及びB読解碗¢西脇の粘液層が菌体表面にびま
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ロ
 ん性に散布しているのに比べ,大腸菌の粘液層は直径約200Aの多数の頼粒状物質から構成さ
 れているのが観察された。又・大腸菌では,従来知られてきた細胞壁の表層と粘液層の間に電子
コ
 密度の極めて低い約70Aの厚さをもつ一つの層が存在する所見が得られた。以上のように,菌
 種によって,粘液層の状態や細胞壁のRR染色部位に差が認められたが,細胞質膜及びメソゾー
 ムでは,いずれの菌でもRR染色物質は細胞壁に面した一層のみに観察された。2)低濃度(1
 耽g/磁)のAB-Pcを作用させた菌では,菌体の先端及び隔壁部分の膨化が認められ,この部位
 に無定形物質の蓄積像が観察された。更に,長時間(240分間)作用させた菌では,菌の全周
 にこのような無定形物質の蓄積像が観察された。これらの無定形物質はRRで処理すると,細胞
 壁と同様に高い電子密度を示した。したがってこれらの物質はペニシリンによる細胞壁の合成阻
 害の結果,菌体内に蓄積された細胞壁の前駆体と考えられる。又,高濃度(100惚cg/雇)の
 AB-Pc作用菌では,菌体の先端部や隔壁部分の膨化は観察されず,特にメソゾームに限局して,
 高濃度に無定形物質の蓄積像が観察された。これは高濃度のペニ・シリンの作用によって細胞壁の
 合成が強く阻害され,.その結果前駆体の移動が戸なわれずに直接メソゾーム内に蓄積されたもの
 と考えられる。
結語
 盟.3靭岬偏魔,B・π鱈α加冠㈱および大腸菌のいずれの菌においても,粘液層および細
 胞壁のほか,細胞質膜およびメソゾームにもRR染色物質の存在が認められた。しかもペニシリ
 ンを作用させたβ・膨gα加r施那では,メソゾームをはじめ膨化した隔壁や菌体先端部にRRで
 染色された無定形物質の蓄積を認め,特に高濃度のペニシリンを作用させた菌では,メソゾーム
 に限局してRRで高度に染色された無定形物質の蓄積を認めた。このことにより,膜系,特にメ
 ソゾームが細胞壁前駆体の合成の場であることが一層明らかになったものと考えられる・
 ※文献,有路文雄,真所弘一,山口淳二,岡捨己:ルテニウムレッドで染色'した抗酸菌の
 電子顕微鏡的観察,」.ElectronMicroscopy,Vo1・21,55,1972
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 審、査結果の要旨
 最近,ルテニウムレッド(RR)が酸性ムコ多糖体に高い親和性を有することを利用して,組
 織や細胞の酸性ムコ多糖体の存在部位を電子顕微鏡で観察しようとする試みがなされている。著
 者らは朱に,RRで処理した結核菌及びMy。。ゐα。惚ア紬π3π¢g那αあ3において,粘液層,
 細胞壁,細胞質膜及びメソゾームが著明な電子密度の増加を示し,更にこの電子密度の増加は牛
 睾丸ヒアルロニターゼを作用させた菌では殆んど認められないことを報告している。これらの
 所見から,RRで染色される物質が一種の酸性ムコ多糖体を主体とした物質であり,しかも細胞
 壁の前躯体の合成に膜系が関与していることを推定している。
 著者は本研究において、細胞壁の構造が抗酸菌と異なるB¢。甜島。膨gα翻7翻η及び大腸
 菌をRRで染色し,それぞれの菌におけるRR染色物質の存在部位の比較を試み,更に膜系特に
 メソゾームが細胞壁の合成に関与していることを更に明らかにする目的で細菌の細胞壁の合成阻
 害剤であるペニシリンを.B覗卿撹解翻彿に作用させ,菌の超微形態変化とRiRによる染色性と
 の関連を電子顕微鏡で観察した。実験方法としては,1)デュボス液体培地に30時間振盪培養
 した五f.3靭9πα琵34172株及びハートインフュージョンブイヨンで4時間ないし5時間振
 盪培養したB.膨9α加冠%初8100株及びE.coliU5/41-01株を用い,それぞれ遠心集菌
 後Luftの方法に従いRR染色を行なった』2')対数増殖期にあるB.瑠g説艀勧ηを1mcg/征
 及び100mc4hlの濃度になるようにアミノベンジルペニシリン(AB-Pc)を溶解したハートインフュージョンブ
 イヨンに振盪しながら37℃で20分,10、0分,240分間浸漬しその後前言己の方法に従いR
 R染色と電子顕微鏡観察を行なった。その結果1)M.3脚gπ偏向遣.η昭g碗θ7施祝および大
 腸菌のいずれの菌も粘液層,細胞壁,細胞質膜およびメソヅームがRRで染色されたが,しかし,
 M。伽8g鴻¢あ3の細胞壁では最内層のみ,B.加8gα惚ア施勉では細胞壁の全域に,大腸菌では
 細胞壁の三層が染色され,細胞壁構造の違いによって細胞壁におけるRR染色物質の存在部位に
 著しい差がみられることを明らかにした。また細胞質膜およびメソゾームではいずれの菌でも細
 胞壁に面した一層のみが染色されることも明らかにした。2)更に低濃度のAB-Pcを作用さ
 せたB.瑠gα加幅柵の隔壁の膨化部位及び菌体先端に蓄積された無定形物質が細胞壁と同様RR
 で染色されたこと及び高濃度のAB-Pc作用菌では主としてメソゾームに限局して高度のRR
 染色物質が観察されることを示した。したがってこれらの蓄積物はAB-Pcによる細胞壁の合・
 成阻害の結果生じた細胞壁の前駆体であることが明らかにされた。
 以上の研究から,各種細菌における細胞壁及び膜系におけるRR染色物質の存在部位を明らかにし,また
 細菌の膜系,なかんずくメソゾームが細胞壁前駆体の合成の場であることを一層明確に示したものと考えら
 れ,したがって本論文は学位を授与するに値するものと認める。
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